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(57) Abstract 

The invention concerns a cosmetic treatment method for fighting against skin ageing effects and novel cosmetic compositions particular 
designed for implementing iL The invention is characterised in that it consists in using at least one agent promoting the adherence of basal 
layer keratinocytes to the dermal-epidermal junction, particularly to said junction collagen IV such as in particular a salt or a divalent 
metal complex, preferably magnesium aspartate or magnesium chloride optionally associated with an agent stimulating collage IV synthesis 
and/or an agent stimulating collagen VII synthesis. The invention is useful for preparing cosmetic compositions with anti-wrinkle activity. 

(57) Abrege* 

La presente invention a pour objet un precede de traitement cosm&ique pour lutter contre les effets du vieillissement cutane" ainsi 
que de nouvelles compositions cosmdtiques particulierement adaptees a sa mise en oeuvre. Selon Tinvention, on utilise au moins un agent 
favorisant Tadhesion des keratinocytes de la couche basale £pidermique a la jonction dermo-epidermique, notamment au collagene IV de 
ladite jonction tel qu*en particulier un sel ou un complex de metal divalent, de preference V aspartate de magnesium ou le chlorure de 
magnesium eventuellement en association avec un agent stimulant la synthese du collag6ne IV et/ou ou un agent stimulant la synthese du 
collagene VIL Application: preparation de compositions cosmetiques a activite anti-rides. 



UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
internationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


51 


Sloven ie 


AM 


Annenic 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autriche 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senega] 


AU 


Australie 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaldjan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnie-Herzegov ine 


GE 


Georgie 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Baibade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan . 


BE 


Belgique 


GN 


Guinee 


MK 


Ex-R6publique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Maceabine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongric 


ML 


Mali 


TT 


Trinity -el-Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Trlandc 


MN 


Mongohe 


UA 


Ukraine 


BR 


Brfsil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


VG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etais-Unis d'Ameriaue 


CA 


Canada 


IT 


Italte 


MX 


Mexiqae - 


uz 


Ouzbekistan 


CF 


Republique centrairicaine 


JP 


V^pon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam . r 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvege 


ZW 


Zimbabwe 


ci 


C6tc d'lvohe 


KP 


Republique populaire 


N2 


Nouvelle-Zelande 






CM 


Cameroun 




democratique de Coree 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Republique dc Coree 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazaksian 


RO 


Roumanic 






CZ 


Republique tcheque 


LC 


Sainte-Lucte 


RU 


Federation de Russie 






DE 


Altemagne 


U 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Libera 


SG 


Singapour 







WO 99/62481 PCT/FR99/01261 



PROCEDE DE TRAITEMENT COSMETIQUE POUR LUTTER CONTRE LES EFFETS DU 
VIEILLISSEMENT CUTANE 

La presente invention a pour objet un procede de traitement cosmetique 

5 pour lutter contre les effets du vieiilissement cutane ainsi que de nouvelles 
compositions cosmetiques particulierement adaptees a sa mise en oeuvre. 

On sait que la jonction dermo-epidermique (JDE) est une structure 
complexe qui assure la cohesion et les echanges entre le derme et l'epiderme, 
indispensables au bon fonctionnement de la peau. 

10 II a ete decouvert, et ceci constitue le fondement de la presente invention 

qu ! il etait possible de ralentir ou traiter le vieiilissement cutane, en particulier de 
diminuer la profondeur des rides et/ou ralentir leur apparition et/ou restaurer la 
tonicite et 1'elasticite de la peau et/ou ralentir la diminution de tonicite et 
d'elasticite de la peau, par un procede de traitement cosmetique repondant a un 

15 nouveau concept consistant a favoriser au moyen d f un agent cosmetiquement 
acceptable, l'adhesion des keratinocytes de la couche basale epidermique a la 
jonction dermo-epidermique, notamment au collagene de type tV\ encore designe 
par collagene IV, constituent majeur de ladite jonction dermo-epidermique. 

Ainsi, dans son aspect le plus general, la presente demande vise a couvrir 

20 un procede de traitement cosmetique pour ralentir ou traiter le vieiilissement 
cutane, en particulier pour diminuer la profondeur des rides et/ou pour ralentir leur 
apparition et/ou pour restaurer la tonicite et 1'elasticite de la peau et/'ou ralentir la 
diminution de tonicite et d'elasticite de la peau, caracterise en ce que Ton applique 
sur la peau une quantite d'au moins un agent favorisant l'adhesion des 

25 keratinocytes de la couche basale epidermique a la jonction dermo-epidermique, 
notamment au collagene IV de ladite jonction. 

II a, par ailleurs, ete montre que des resuitats particulierement 
remarquables sont obtenus dans le cadre de la presente invention, lorsque Tagent 
favorisant l'adhesion precite est applique en association avec une quantite efficace 

30 d ! au moins un agent stimulant la synthese de collagene IV et/ou avec une quantite 
efficace d f au mqyjs un agent stimulant la synthese de collagene VII. 

Par Texpression "agent stimulant la synthese de collagene IV ou de 
collagene VII", on entend dans le cadre de la presente description, tout agent 
susceptible de produire ou de maintenir une quantite elevee de collagene IV dans 
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la jonction dermo-epidermique, soit par une augmentation de la biosynthese. soit 
par une inhibition des enzymes degradant les proteines constituant ce produit. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, l'agent favorisant 
1'adhesion precite est un sel ou un complexe de metal divalent, en particulier un 

5 sel ou un complexe de magnesium ou de zinc, ou un melange de sels ou de 
complexes de metaux divalents. 

Preferentiellement, le sel ou le complexe de metal divalent est un 
chlorure de metal divalent ou un sel ou un complexe de metal divalent avec un 
acide organique cosmetiquement acceptable tel qu ! un acide amine comme par 

10 exemple 1'acide aspartique, Tasparagine, la proline, r acide glutamique. la 
methionine, la leucine, l'histidine ou la lysine, ou un alpha-hydroxy-acide 
aliphatique en C2-C12, en particulier l'acide citrique, l'acide glycolique, l'acide 
gluconique, l'acide maiique, l'acide lactique ou Tacide hydroxy-2-butyrique. 

Selon un mode de realisation actuellement prefere de l'invention, ledit sel 

15 ou complexe de metal divalent est 1'aspartate de magnesium ou le chlorure de 
magnesium. 

Selon une caracteristique paniculiere du procede conforme a la presente 
invention, l'agent favorisant 1'adhesion precite est applique sous forme d'une 
composition le contenant en une quantite comprise entre 0,0001 et 5 %, de 
20 preference entre 0,001 et 1 % en poids, par rapport au poids total de la 
composition. 

Tout agent stimulant la syn these de collagene IV peut etre utilise dans le 
cadre du procede conforme a la presente invention. 

Selon un mode de realisation actuellement prefere, l'agent stimulant la 
25 synthese de collagene IV est choisi parmi les soyasaponines et les soyasapogenols, 
de preference de type A et de type B, et les extraits vegetaux riches en de tels 
composes, de preference les extraits de soja (Glycine max) ou de luzerne 
(Medicago sativa). 

Selon un autre mode de realisation prefere, l'agent stimulant la synthese 
30 de collagene IV est un totum de saponines de racines de Medicago sativa. 

De mem^tout agent stimulant la synthese de collagene VII peut etre 
utilise dans le cadre de la presente invention. 

Selon un mode de realisation actuellement prefere, l'agent stimulant la 
synthese de collagene VII est un extrait de Potentilla erecta. 
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Selon un autre mode de realisation prefere, r agent stimulant la synthese 
de collagene VII est un extrait de Bertholletia en particulier de Bertholletia 
excelsa. 

Selon un second aspect, la presente demande vise a couvrir de nouvelles 

5 compositions cosmetiques particulierement adaptees a la mise en oeuvre du 
procede decrit precedemment. 

Ces compositions sont essentiellement caracterisees par le fait qu'elles 
contiennent une quantite efficace d'au moins un agent favorisant l'adhesion des 
keratinocytes de la couche basale epidennique a la jonction dermo-epidermique, 

10 notamment au collagene IV de ladite jonction, ledit agent etant choisi parmi les 
sels ou complexes de magnesium ou de zinc en association avec une quantite 
efficace d'au moins un agent stimulant la synthese de collagene IV et/ou une 
quantite efficace d'au moins un agent stimulant la synthese de collagene VII. 

Dans ces compositions, les differents agents favorisant l'adhesion, 

15 stimulant la synthese de collagene IV ou la synthese de collagene VII sont tels que 
decrits precedemment dans le cadre de la description generate du procede 
conforme a Tinvention. 

Les compositions de Tinvention pourront comprendre en outre 
avantageusement au moins une substance favorisant la synthese des constituants 

20 de la matrice extracellulaire de la peau. 

Par ailleurs, les compositions selon r invention peuvent contenir, en outre 
au moins une substance choisie dans le groupe constitue par les vitamines, en 
particulier les vitamines du groupe A (retinol) et C et leurs derives tels que les 
esters notamment les palmitates et propionates, les tocopherols, les xanthines, en 

25 particulier la cafeine ou la theophylline, les retinoides, en particulier la vitamine A 
acide, les extraits de Centella asiatica, les acides asiatiques, madecassiques et leurs 
. derives glycosyles tels que Tasiaticoside ou le madecassoside. les extraits de 
Siegesbeckia orientalis, les extraits de Commiphora mukul et les extraits 
d'Eriobotrya japonica, les derives de silicium cosmetiquement acceptables tels que 

30 des polysiloxanes, des silanols et des silicones, les alpha-ceto-acides aliphatiques 
en C3-C12, en particulier Tacide pyruvique, les" alpha-hydroxy-acides aliphatiques 
en C2-C 12, en particulier Tacide citrique, Tacide glycolique, Facide malique et 
Tacide lactique, les acides amines, en particulier l'arginine, la citrulline et la 
threonine, les ceramideS, leS glycoceramides, les derives de sphingosine, en 



WO 99/62481 



PCT/FR99/01261 



4 



particulier les ceramides de type II et III, les phospholipides, la forskoline et ses 
derives, les extraits de Coleus, les extraits de Tephrosia, les inhibiteurs d'elastase 
en particulier 1'acide ellagique, les peptides de soja, les inhibiteurs de collagenase 
en particulier les peptides et les extraits vegetaux tels que les extraits de racine de 

5 Coptidis, les extraits de racine de Scutellaria baicalensis Georgi, les flavonoides 
tels que la wogonine,. la baicaline et la baicaleine, les extraits hydro-ethanoliques 
de feuilles de Ginkgo biloba, de Mosla chinensis, de Salvia officinalis, de 
Cinnamomum cassia, les extraits cathechiques de Camellia sinensis et les extraits 
aqueux de coques de feves de Theobroma cacao, les anti-infiammatoires en 

10 particulier les inhibiteurs de phosphoiipase A2, les apaisants .en particulier les 
extraits de reglisse, 1'acide glycyrrhetinique, le glycyrrhizinate d'ammonium, les 
agents hydratants en particulier les polyols, le propylene glycol, le butylene glycol, 
le glycerol, Tacide hyaluronique, les agents anti-vergetures, en particulier les 
extraits de Marron d'Inde et Fescine, les agents protegeant ou ameliorant la 

15 microcirculation, en particulier les bioflavonoides de Ginkgo biloba, Pisodon, les 
extraits d'Ami visnaga, la visnadine, ja ruscogenine, les antiradicalaires en 
particulier les polyphenols tels que les OPC (Oligomeres Procyanidoliques) et 
leurs derives, des extraits vegetaux en particulier des extraits de Curcuma longa, 
les agents anti-seborrheiques tels qu'un inhibiteur de 5-alpha-reductase, en 

20 particulier un extrait de Pygeum africanum* et les agents stimulant la 
microcirculation sanguine, tels que la cepharanthine et le nicotinate de methyle. 

Les compositions selon Kinvention peuvent avantageusement contenir 
des substances protegeant la peau des effets nocifs du soleil telles que les filtres 
solaires seuls ou en combinaison, notamment les filtres UV A et les filtres UV B, 

25 en particulier les oxydes de titane et les oxydes de zinc, Foxybenzorie, le Parsol 
. MCX, le Parsol 1789 et les filtres d'origine vegetale, les substances limitant les 
dommages causes a FADN, en particulier celles limitant la formation de dimeres 
de thymine tel que Tacide ascorbique et ses derives et/ou .le Photonyl®, et les 
substances contribuant a Telimination des taches de vieillissement tels que les 

30 inhibiteurs de la synthese de melanine ou de tyrosinase. 

D'autres ^uts, caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 
clairement a Thomme de Tart a la lumiere de la description explicative qui va 
suivre faite en reference a plusieurs exemples rapportant des essais effectues, ainsi 
que des exemples de fofmulations cosmetiques donnes simplement a titre 
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d'illustration et qui ne. sauraient done en aucune fa?on limiter la portee de 
Tinvention. 

Dans les exemples, tous les pourcentages sont donnes en poids sauf 
indication contraire. 

5 

EXEMPLE 1 

Essai d'adherence de keratinocytes humains normaux sur collagene 
de type IV a 1'aide d'un agent selon Tinvention favorisant l'adhesion des 
keratinocytes a la ionction dermo-epidermique. constitue dans cet essai par 
10 tin chlorure ou un aspartate de magnesium. 

Le present essai a pour but de demontrer Tefficacite d'un agent favorisant 
l'adhesion des keratinocytes a la jonction dermo-epidermique selon Tinvention, de 
preference constitue par un chlorure ou un aspartate de magnesium. 

Dans ce cadre, on realise cet essai de la maniere suivante : 

15 

1 . Tapissage des surfaces d'adhesion avec du collagene de type IV 

Des puits de micro-plaques (Falcon) sont recouverts avec* 6 fig/cm 2 de 
collagene humain de type IV, (de chez Sigma) sterile. 

Chaque puits est ensuite incube pendant une nuit a + 4°C avec une 
20 solution d'albumine bovine, BSA de chez Sigma a 4 mg/ml. 

Les puits sont ensuite rinces deux fois avec un tampon phosphate, PBS 
(Phosphate Buffered Saline) de chez Gibco. 

2. Preparation des cultures de keratinocytes humains normaux 

25 Les cellules epidermiques sont obtenues a partir de peau chirurgicale 

saine provenant de la zone mammaire d'un donneur caucasien de sexe feminin age 
de 53 ans. 

Les fragments de peau sont incubes dans de la trypsine 0,25 % p/v 
pendant 18 heures a + 4°C permettant la separation derme/epiderme et l'obtention 
30 par agitation, d'une suspension de cellules epidermiques. La neutralisation de la 
trypsine s r effec{|ie avec du serum" de veau foetal; SVF de chez Gibco. 

Les cellules sont ensemencees dans des flacons definissant une surface de 
75 cm 2 et cultivees dans du milieu de proliferation pour keratinocytes K-SFM de 
chez Gibco, jusqu'a confluence ou elles seront sous-cultivees. 
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Les cellules utilisees pour les experiences cTadherence sur le substrat 
collagenique n ! ont pas ete sous-cultivees au-dela de la premiere sous-culture 
(denommees PO ou PI). 

5 3. Traitement des keratinocvtes avec le produit de rinvention constitue 

soit par du chlorure soit par de l'aspartate de magnesium. 

De la trypsine (trypsine-EDTA 0,1 % - 0,02 % p/v de chez Gibco) est 
ajoutee aux cultures de keratinocytes, et la suspension cellulaire est placee dans du 
milieu E 199 de chez Gibco complementee de 2 mM de L-glutamine, 4 mg/ml de 
10 BSA et contenant 0,25 - 0,5 - 1 mM, , de chlorure de magnesium ou 0,25 mM 
d'aspartate de magnesium, selon invention. 

Les keratinocytes sont alors incubes pendant 30 minutes a + 4 °C avant 
de proceder a Tetape d'adherence au substrat tapisse de collagene IV. 

15 4. Mesure de l'adherence des keratinocvtes au collagene de type IV 

_ Dans chaque puits, les keratinocytes sont ensemences a la densite de 

93000 cellules/cm 2 dans du milieu E 199 de chez Gibco contenant 2 mM de L- 
glutamine de chez Gibco et 4 mg/ml de BSA (Bovine Serum Albumin). Apres une 
heure d'incubation a + 4 °C, les puits sont rinces avec du PBS, les cellules 

20 adhercntes sont ensuite lysees par de la soude 0,1 N et les proteines cellulaires 
sont alors quantifiees par la methode colorimetrique et Tacide bicinchoninique 
(BCA de chez Sigma). 

Parallelement, un etalonnage est realise a Taide de la BSA solubillsee 
dans de la soude 0,1 N permettant de convertir les valeurs de densite optique (DO) 

25 en microgrammes (fig) de proteines par puits. 

5. Analyse statistique 

L'adherence A est exprimee en microgrammes de proteines cellulaires par 
puits de culture et les valeurs presentees au tableau 1 correspondent a une valeur 
30 moyenne obtenue a partir de 6 puits par concentration de produits, a savoir d'une 
part, des cellules son traitees, des cellules traitees-avec une concentration de 0,25. 
mM de chlorure ou d'aspartate de magnesium, des cellules traitees avec une 
concentration de 0,5 mM de chlorure de magnesium et des cellules traitees avec 
une concentration de 1 mM'de cfilorure de magnesium. 
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Ces valeurs d'adherence entre cellules traitees et non traitees ont ete 
comparees par le test t de Student au seuil p = 0,05 pour juger de leur niveau de 
significativite. 

5 Les resultats obtenus par K experience sur les keratinocytes d'un donneur 

de 53 ans sont repertories au tableau I ci-apres : 



TABLEAU I 





A 


Ecart type 


Test t de Student 


Temoin 


3.52 


0.9 




Chlorure de magnesium 
(0,25 mM) 


4,32 


0,7 


Non significatif (p=0,12) 


Chlorure de magnesium 
(0.5 mM) 


4,54 


1,1 


Non significatif (p=0,l) 


Chlorure de magnesiurn_ 
(1 mM) 


4,57 


0,75 


Significatif (p=0,05) 


Aspartate de magnesium 
(0.25 mM) 


5,39 


0,8 


Significatif (p=0,004) 



10 

Ou A = Adherence en \ig de proteine par puits (moyenne) 

A partir des resultats repertories au tableau I ci-dessus, on observe par 
rapport aux cultures temoins une augmentation de Tadherence des keratinocytes au 
1 5 collagene de type IV en presence de chlorure de magnesium des la concentration 
de 0,25 mM mais celle-ci n'est statistiquement significative qu'a partir de 1 mM. 

Le taux d'augmentation de Tadherence obtenu avec le chlorure de 
magnesium a la concentration de 1 mM est de +31 %. 

En ce qui concerne Taspartate de magnesium, celui-ci favorise egalement 
20 Tadherence des keratinocytes mais plus fortement que ne le fait le chlorure de 
magnesium. E*^effet des la concentration de 0,25 mM, Taugmentation de 
1'adherence est hautement significative. 

Le taux d'augmentation de Tadherence obtenu avec l'aspartate de 
magnesium a la concentration de 0,25 mM est de +54 %. 
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Dans ces conditions, on constate ainsi que ces sels de magnesium, et plus 
particulierement l'aspartate de magnesium, sont particulierement interessants car 
ils produisent des resultats hautement significatifs a de faibles doses, ce qui 
permet d'envisager un emploi a des concentrations faibles, presentant une bonne 
5 securite d'utilisation. 



Exemple 2 de rinvention 

1. Composition de creme anti-rides. 
L-aspartate de magnesium ....... 0,3. g 

1 0 Extrait sec de Potentilla erecta Q,Ql.g 

Acide hyaluronique (sel de sodium) ...Q.06.g 

Glycerol 5,}5.g 

Extrait sec total de Centella asiatica QJ.g 

Solution de palmitate de vitamine A (a 1 Million Ul/g) OJ.g 

1 5 Acetate de vitamine E Q a 5 g 

Extrait sec de Perilla 0,5 g 



Excipient emulsionne H/E plus parfum et conservateurs.... .qsp lOOg 
2. Essai de cette composition cosmetique pour evaluer son efficacite anti- 

20 rides. 

A- Principe 

Afin d'evaluer Tefficacite anti-rides de ce produit cosmetique au niveau 
de "la patte d'oie" des repliques negatives de peau sont effectuees au temps 0, puis 
apres 28 jours duplication bi-quotidienne de la composition ci-dessus, sous 
25 forme d'une creme. 

Ces repliques, eclairees par une lumiere rasante generant des ombres 
portees derriere chaque ride, sont analysees a Taide d'un logiciel d'analyse 
d'images denomme "Quantirides" disponible dans le commerce et mis au point par 
la societe MONADERM (Monaco). 

30 

B- Appareillage 

B.l- Pour la prise d'empreintes 

On utilise des couronnes adhesives de chez 3M, diametre interne : 
24 mm, diametre externe : 40 mm. 
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On utilise pour la prise d'empreintes du produit Silflo de chez 
FLEXICO UK a base d'un polymere de silicone combine a un catalyseur. 

. B.2- Pour Tanalvse des empreintes 
On utilise une camera type COHU 4910-RS 170 et CCIR Monochrome 
CCD camera haute definition et a tres faibles bruits munie d'un objectif a focal 
fixe et d'un zoom manuel Lens 18 X 108 mm F 2,5 ; 

- une carte d'acquisition image haute resolution en temps reel, 

- une lampe eclairage rasant Monaspot a 35° d'incidence, 

- un statif Kaiser RS 1, un plateau noir mate anti-reflet 450 X 500 mm et 
colonne de 1.000 mm graduee en centimetres reglable en hauteur munie d'un bras 
de reproduction RA 1 , 

- un support specifique pour poser et orienter les repliques, 

- le logiciel Quantirides precite, 

- un micro-ordinateur et une imprimante. 

C- Protocole 

1 . Suiets volontaifes 

30 sujets ages de 34 a 59 ans ont ete selectionnes et repartis de la fa?on 
20 suivante : 29 femmes et 1 homme. 

2. Produit teste 

Le produit teste est la composition sous "forme de creme decrite ci-dessus 
au paragraphe 1 . 

25 

3. Application 

La composition cosmetique est appliquee deux fois par jour, matin et 
soir, sur toute une zone temporale du visage (patte d'oie) pendant 28 jours. La 
quantite appliquee correspond aux habitudes d'utilisation et peut etre estimee a 
30 environ 1,5 a 2 mg par cm 2 . Uautre zone temporale "non traitee M sert de temoin. 

Durant^les trois jours precedant le debut .du test et pendant toute sa duree, 
aucun autre produit cosmetique n'est utilise sur la zone traitee et la zone temoin. 



10 
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4. Conditions experimentales 
Temperature : de 20 a 22°C 
Hverometrie : de 40 a 50 % HR 

Une empreinte des zones temoins est traitee et realisee au temps 0 et 



5 apres 28 jours de traitement. On positionne sur la zone d'etude une couronne. 
adhesive. Une fine couche de Silflo® melangee extemporanement a quelques 
gouttes de catalyseur (3 gouttes pour 3 g de Silflo®) est appliquee a Tinterieur de la 
zone delimitee par la rondelle. La pate doit etre soigneusement etalee afin d'eviter 
le formation de bulles d'air. Apres polymerisation de la pate, 4 minutes 30 de 

10 sechage, la rondelle est decoliee de la peau, entrainant avec elle la replique. A la 
fin de I'etude, ces empreintes sont analysees a Taide du logiciel Quantirides. 



15 premiere application et J28 (28 eme jour d' application), le traitement des empreintes 
par Tanalyseur d'images a permis de calculer les parametres suivants, 
representatifs de l'etat de ridulation de la peau : 

a) la surface totale des rides en mm 2 , 

b) le nombre de rides, 

20 c) la longueur totale de rides en mm. 



D. Parametres etudies 

Pour chaque sujet et pour chaque cote du visage, a JO (la veille de la 



d) la longueur moyenne en mm, 

e) la profondeur moyenne en jim, 



E. Exploitation des resultats : evolution du cote traite et du cote temoin 



25 



1. Calcul 



Variation moyenne des parametres 

On calcule pour chaque site et chaque parametres : 




30 



Avec : 



m (t) = valeur moyenne du parametre etudie au temps t 
m (0) = valeur moyenne du parametre etudie au temps 0 
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2. Significativite statistique 
Test de Wilcoxon 

On utilise le test non parametrique de Wilcoxon permettant de tenir 
compte du petit nombre de sujets et applicable a l'etude des parametres 
5 biologiques in-vivo sur l'homme. 

On effectue une comparaison des series appariees de la fa?on suivante : 
on forme pour chaque paire la difference puis on classe les differences par valeur 
absolue croissante en mentionnant par ailleurs pour chacune si elle positive ou 
negative, les differences nulles sont eliminees. 
10 Les quantites a considerer sont : 

M = somme des rangs de difference de signe moins 

P = somme des rangs de difference de signe plus 

T = le plus petit des deux totaux M ou P 

La limite de significativite admise pour n < a 10 personnes est inferieure 

15 a 10%. 

La limite de significativite admise pour n > a 10 personnes est inferieure 
a5% ~ 

Le test de Wilcoxon a ete effectue sur la difference (/«(/) - m(0)) aux 
differents temps sur les deux sites pour comparer 1'evolution du site traite par 
20 rapport au site temoin. 

Un test de Wilcoxon a ete effectue sur les valeurs brutes au temps 0 
( 77?(0)) pour comparer 1'evolution de chaque site dans le temps. 

* 

3. Resultats 

25 Les resultats obtenus par l'experience sont repertories dans le tableau II 

ci-apres. 

Les sites temoins et traites sont comparables au temps 0. 
Les valeurs portees en colonne 4 sous le titre "variation totale" 
correspondent a la difference entre la variation chez les sujets traites et la variation 
30 chez les sujets temoins. 
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TABLEAU II 





Variation 
temoin 

% 


Variation 
traite 

%' 


Variation 
totale 

% 


Statistiques 
(Wilcoxon) 


Surface totale 
des rides (mm 2 ) 


6,6 


- 19,7 


- 26,3 


Significatif(p = 0,015) 


Nombre de rides 


16,5 


- 14.3 


-30.8 


Significatif (p = 0,004) 


Longueur totale 
(mm) 


12,9 


- 16,7 


-29,6 


Significatif (p = 0.0014) 


Longueur 
moyenne (mm) 


-2,6 


- 1,7 


0,9 


Non significatif 


Profondeur 
moyenne (um) 


0,3 


-2,0 


-2,3 


Non significatif 



E. Conclusion 

Apres application bi-quotidienne pendant 28 jours de la composition 
5 selon l'invention en comparant 1'evolution de la patte d f oie traitee par rapport a la 
patte d'oie temoin, on constate une diminution significative des rides et des ridules 
et le ralentissement de leur formation : la surface totale des rides diminue de 26 %, 
leur nombre de 3 1 % et la longueur totale de 30 %. 

10 Exemple 3 de l'invention : creme anti-rides de nuit E/H. 



Aspartate de magnesium 0,3 g 

Extrait sec de Potentilla erecta 1 g 

Glycerol 5 g 

Propyleneglycol 2 g 

CeramideHI 0,04 g 

FiltresUV 9 g 

Methyl silanol mannuronate 0,05 g 

Extrait sec de Perilla frutescens 1 g 

Extrait secede Centella asiatica 0,5 g 

Peptide de soja 1 g 

Palmitate de retinol 0,2 g 

Excipient emulsionne E/H qsp. 100 g 
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Exemple 4 de Tinvention : creme anti-relachement, ralentit et combat 



r apparition des rides. 

Aspartate de magnesium 0 ? 2 g 

Glycerol 5 g 

Propyleneglycol 2 g 

Ceramidell 0,04 g 

ParsolMCX 5 g 

Oxybenzone 3 g 

Methyl silanol mannuronate 0,05 g 

Madecassoside 0,5 g 

Retinol 4000 Ul 

Saponines de Medicago sativa 0,02 g 

Palmitate de retinol 0 5 04 g 

Excipient emulsion H/E qsp. 100 g 

Exemple 5 de Tinvention : gel tenseur anti-rides. 

Gluconate de zinc 0,3 g 

Extrait sec de* Bertholletia 0,3 g 

excelsa 

Soyasaponine de soja 0,05 g 

Palmitate de retinol 0,06 g 

Acetate d'alpha-tocopherol 0,1 g 

Acide lactique 1,5 g 

Acide glycolique 0,2 g 

Ethanol 5 g 

Excipient gel ... qsp 100 g 



5 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de traitement cosmetique pour ralentir ou traiter le 
vieillissement cutane, en particulier pour diminuer la profondeur des rides et/ou 

5 pour ralentir leur apparition et/ou pour restaurer la tonicite et l'elasticite de la peau 
et/ou ralentir la diminution de tonicite et d'elasticite de la peau, caracterise en ce 
que Ton applique sur la peau une quantite d'au moins un agent favorisant 
l'adhesion des keratinocytes de la couche basale epidermique a la jonction dermo- 
epidermique, notamment au collagene IV de ladite jonction. 

10 2. Procede selpn la revendication 1, caracterise en ce que l'agent favorisant 

l'adhesion precite est applique en association avec une quantite efficace d'au moins 
un agent stimulant la synthese de collagene IV. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que l'agent 
favorisant l'adhesion precite est applique en association avec une quantite efficace 

1 5 d'au moins un agent stimulant la synthese de collagene VII. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
l'agent favorisant l'adhesion precite est un sel ou un complexe de metal divalent, 
en particulier un sel ou un "complexe de magnesium ou de zinc, ou un melange de 
sels ou de complexes de metaux divalents. 

20 5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que le sel ou le 

complexe de metal divalent est un chlorure de metal divalent ou un sel ou un 
complexe de metal divalent avec un acide organique cosmetiquement acceptable 
tel qu ! un acide amine comme par exemple l'acide aspartique, Tasparagine,' la 
proline, l'acide glutamique, la methionine, la leucine, 1'histidine ou la lysine, ou 

25 un aipha-hydroxy-acide aliphatique en C2-Ci2» en particulier l'acide citrique, 
Tacide glycolique, Tacide gluconique, Tacide malique, l'acide lactique ou Tacide 
hydroxy-2-butyrique. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit sel ou 
complexe de metal divalent est l'aspartate de magnesium ou le chlorure de 

30 magnesium. 

7. Procede^selon Tune des" revendications, 1 a 6, caracterise en ce que 
Tagent favorisant l'adhesion precite est applique sous forme d'une composition le 
contenant en une quantite comprise entre 0,0001 et 5 %, de preference entre 0,001 
et 1 % en poids, par rapport* au pbids total de la composition. 
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8. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce I'agent stimulant la 
synthese de collagene IV est choisi parmi les soyasaponines et les soyasapogenols, 
de preference de type A et de type B, et les extraits vegetaux riches en de tels 
composes, de preference les extraits de soja (Glycine max) ou de luzeme 

5 (Medicago sativa). 

9. Procede selon la revendication 2 9 caracterise en ce que Tagent stimulant 
la synthese de collagene IV est un totum de saponines de racines de Medicago 
sativa. 

10. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que l'agent 
1 0 stimulant la synthese de collagene VII est un extrait de Potentilla erecta. 

11. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que r agent 
stimulant la synthese de collagene VTI est un extrait de Bertholletia en particulier 
de Bertholletia excelsa. 

12. Composition cosmetique pour ralentir ou traiter le vieiilissement 
1 5 cutane, en particulier pour diminuer la profondeur des rides et/ou pour ralentir leur 

apparition et/ou pour restaurer la tonicite et Telasticite de la peau et/ou ralentir la 
diminution de tonicite et d'elasticite de la peau, caracterisee en ce qiTelle contient 
une quantite efficace d'au moins un agent favorisant I'adhesion des keratinocytes 
de la couche basale epidermique a la jonction dermo-epidermique, notarnment au~ 
20 collagene IV de ladite jonction, choisi parmi les sels ou complexes de magnesium 
ou de zinc en association avec une quantite efficace d'au moins un agent stimulant 
la synthese de collagene IV. 

13. Composition cosmetique pour ralentir ou traiter le vieiilissement 
cutane, en particulier pour diminuer la profondeur des rides et/ou pour ralentir leur 

25 apparition et/ou pour restaurer la tonicite et 1'elasticite de la peau et/ou ralentir la 
. diminution de tonicite et d'elasticite de la peau, caracterisee en ce qu'elle contient 
une quantite efficace d'au moins un agent favorisant I'adhesion des keratinocytes 
de la couche basale epidermique a la jonction dermo-epidermique, notamment au 
collagene IV de ladite jonction, choisi parmi les sels ou complexes de magnesium 

30 ou de zinc en association avec une quantite efficace d'au moins un agent stimulant 
la synthese de (jollagene VII. \ 

14. Composition cosmetique pour ralentir ou traiter le vieiilissement 
. cutane, en particulier pour diminuer la profondeur des rides et/ou pour ralentir leur 

apparition et/ou pour restaurer la tonicite et 1'elasticite de la peau et/ou ralentir la 



WO 99/62481 



16 



PCT/FR99/01261 



diminution de tonicite et d'elasticite de la peau, caracterisee en ce qu'elle contient 
une quantite efficace d'au moins un agent favorisant Tadhesion des keratinocytes 
de la couche basale epidermique a la jonction dermo-epidermique, notamment au 
collagene IV de ladite jonction, choisi parmi les sels ou complexes de magnesium 

5 ou de zinc en association avec une quantite efficace d'au moins un agent stimulant 
la synthese de collagene IV et une quantite efficace d'au moins un agent stimulant 
la synthese de collagene VII. 

15. Composition cosmetique selon Tune des revendications 12 a 14, 
caracterisee en ce que le sel ou le complexe de magnesium ou de zinc est un 

10 chlorure desdits metaux ou un sel ou un complexe de ceux-ci avec un acide 
organique cosmetiquement acceptable tel qu ! un acide amine comme par exemple 
l'acide aspartique, Tasparagine, la proline, T acide glutamique, la methionine, la 
leucine, Thistidine ou la lysine, ou un alpha-hydroxy-acide aliphatique en Cs-Cn, 
en particulier l'acide citrique, l'acide glycolique, l'acide gluconique, l'acide 

1 5 malique, Tacide lactique ou l'acide hydroxy-2-butyrique. 

_ 16. Composition cosmetique selon Tune des revendications 12 a 15, 
caracterisee en ce que ledit sel ou complexe est Taspartate de magnesium ou le 
chlorure de magnesium. 

17. Composition cosmetique selon l'une des revendications 12 a 16, 
20 caracterisee en ce que la quantite efficace de sel ou de complexe de magnesium ou 

de zinc est comprise entre 0,0001 et 5 %, de preference entre 0,001 et 1 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. 

18. Composition cosmetique selon Tune des revendications 12 ou 14 & 17, 
caracterisee en ce 1'agent stimulant la synthese de collagene IV est choisi parmi les 

25 soyasaponines et les soyasapogenols, de preference de type A et de type B, les 
extraits vegetaux riches en de tels composes, de preference les extraits de soja 
(Glycine max) ou de luzerne (Medicago sativa), et un totum de saponines de 
racines de Medicago sativa. 

19. Composition cosmetique selon Tune des revendications 13 a 17, 
30 caracterisee en ce que Tagent stimulant la synthese de collagene VII est un extrait 

de Potentilla erec^a. 

20. Composition cosmetique selon Tune des revendications 13 a 17, 
caracterisee en ce que Tagent stimulant la synthese de collagene VII est un extrait 
de Bertholletia en particulier deBertholletia excelsa. 
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21. Composition cosmetique selon Tune des revendications 12 a 20, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre au moins une substance choisie dans le 
groupe constitue par les vitamines, en particulier les vitamines du groupe A 
(retinol) et C et leurs derives tels que les esters notamment les palmitates et 

5 propionates, les tocopherols, les xanthines, en particulier la cafeine ou la 
theophylline, les retinoides, en particulier la vitamine A acide, les extraits de 
Centella asiatica, les acides asiatiques, madecassiques et leurs derives glycosyles 
tels que Tasiaticoside ou le madecassoside, les extraits de Siegesbeckia orientalis, 
les extraits de Commiphora mukul et les extraits d'Eriobotrya japonica, les derives 

10 de silicium cosmetiquement acceptables tels que des polysiloxanes. des silanols et 
des silicones, les alpha-ceto-acides aliphatiques en C3-C12, en particulier l'acide 
pyruvique, les alpha-hydroxy-acides aliphatiques en C2-C12, en particulier l'acide 
citrique, l'acide glycolique, l'acide malique et l'acide lactique, les acides amines, 
en particulier 1'arginine, la citrulline et la threonine, les ceramides, les 

15 glycoceramides, les derives de sphingosine, en particulier les ceramides de type II 
et III, les phospholipides, la forskoline et ses derives, les extraits de Coleus, les 
extraits de Tephrosia, lesTnhibiteurs d'elastase en particulier l'acide ellagique, les 
peptides de soja, les inhibiteurs de collagenase en particulier les peptides et les 
extraits vegetaux tels que les extraits de racine de Coptidis, les extraits de racine ~ 

20 de Scutellaria baicalensis Georgi, les flavonoides tels que la wogonine, la 
baicaline et la baicaleine, les extraits hydro-ethanoliques de feuilles de Ginkgo 
biloba, de Mosla chinensis, de Salvia officinalis, de Cinnamomum cassia, les 
extraits cathechiques de Camellia sinensis et les extraits aqueux de coques de 
feves de Theobroma cacao, les anti-inflammatoires en particulier les inhibiteurs de 

25 phospholipase A2, les apaisants en particulier les extraits de reglisse, l'acide 
glycyrrhetinique, le glycyrrhizinate d'ammonium, les agents hydratants en 
particulier les polyols, le propylene glycol, le butylene glycol, le glycerol, Tacide 
hyaluronique, les agents anti-vergetures, en particulier les extraits de Marron 
d'Inde et Tescine, les agents protegeant ou ameliorant la microcirculation, en 

30 particulier les bioflavonoides de Ginkgo biloba, Tisodon, les extraits d'Ami 
visnaga, la visnadine, la ruscogenine, les antiradicalaires en particulier les 
polyphenols tels que les OPC (Oligomeres Procyanidoliques) et leurs derives, des 
extraits vegetaux en particulier des extraits de Curcuma longa, les agents anti- 
seborrheiques tels qu'un inhibiteur de 5-alpha-reductase, en particulier un extrait 
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de Pygeum africanum, et les agents stimulant la microcirculation sanguine, tels 
que la cepharanthine et le nicotinate de methyle. 

22. Composition cosmetique selon Tune des revendications 12 a 21, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre au moins une substance choisie parmi 

5 les substances protegeant la peau des effets nocifs du soleil telles que les filtres 
solaires seuls ou en combinaison, notamment les filtres UV A et les filtres UV B, 
en particulier les oxydes de titane et les oxydes de zinc, Toxybenzone, le Parsol 
MCX, le Parsol 1789 et les filtres d'origine vegetale, les substances limitant les 
dommages causes a TADN, en particulier celles limitant la formation de dimeres 

10 de thymine tel que Tacide ascorbique et ses derives et/ou le Photonyl®, et les 
substances contribuant a T elimination des taches de vieillissement tels que les 
inhibiteurs de la synthese de melanine ou de tyrosinase 
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Cadre I Observations - lorsqu'ii a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une recherctv t 
(suite du point 1 de la premiere feuiile) 



Contormement a I'article 17.2)a). certaines revendications n'ont pas fait I'objet cfune recherche pour les motifs suivants; 

1 . | | Les revendications n°* 

se rapportent a un objet a regard duquel ['administration n'est pas tenue de proceder a la recnerche, a savotr: 



2. \Y] Les revendications n°* 1-22 (en parti e) 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee. en particulier 

Voir feuiile supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



| 1 Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees contormement aux dispositions de la deuweme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'ii y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuiile) 



L'admirustration chargee de la recnerche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demanae intemationaie. a savoir: 



1. | I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant le present rapport oe recherche 
' 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant (aire I'objet d'une recherche. 

2. 1 1 Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiant une taxe additionnelle. r administration n'a sollicite le paiementdaucune taxe de cette nature. 

3. I I Comme une parte seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans tes delais par le deposant le present 
* — 1 rapport de recherche intemationaie ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savotr 

les revendications n 08 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — ' de recherche intemationaie ne porte que sur ('invention mentionnee en premier lieu dans les revendications: eile est 
couverte par les revendications rfc^ 



Remarque quant a la reserve | ] Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposar L 

j j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort d'aucune reserve. v . 
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SUITE DBS REN5EIGNEMENTS 1NDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 

Revendications nos.: 1-22 (en partie) 



Les revendications 1 a 22 font reference a un agent dit "favorisant 
1 'adhesion des keratinocytes de la couche basale epidermique a la 
jonction dermo-epidermique" . Ce dit agent est defini en fonction du 
resultat attendu, en contradiction avec les exigences de clarte de 1'art. 
6 PCT. Une recherche totale etait done impossible. La recherche s'est 
done effectuee sur la base des composes cites dans les exemples. 

(.'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n'a 
ete etabli ne peuvent faire obi igatoirement l'objet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT). Le deposant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par I'OEB agissant en qualite d f admini strati on 
chargee de I'examen preliminaire international est, normal ement, de ne 
pas proceder a un examen preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait 
l'objet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, independamment 
du fait que les revendications aient ou n'aient pas ete modifiees, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapitre II. 
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Use of an agent for promoting adhesion of epidermal basal layer 
keratinocytes for prevention of/ e.g. skin aging 
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Priority Applications (No Type Date) : FR 986822 A 19980529; FR 9613585 A 

19961107 
Patent Details: 

Patent No Kind Lan Pg Main IPC Filing Notes 
WO 9962481 Al F 29 A61K-007/48 

Designated States (National) : JP US 

Designated States (Regional) : AT BE CH CY DE DK ES FI FR GB GR IE IT LU 
MC NL PT SE 

EP 1082098 Al F A61K-007/48 Based on patent WO 9962481 
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ES 2156846 Tl A61K-007/4B Based on patent EP 1082098 

JP 2002516838 W 25 A61K-007/48 Based on patent WO 9962481 

US 6471972 Bl A61K-007/48 CIP of application US 99297679 

CIP of patent US 6193975 
Based on patent WO 9962481 

Abstract (Basic) : WO 9962481 Al 

NOVELTY - Cosmetic treatment by applying to the skin an agent (I) 
that promotes the adhesion of epidermal basal layer keratinocytes at 
the dermal -epidermal junction, especially to the collagen IV at that 
junction. 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is also included for a 
composition containing the agents. 

ACTIVITY - The adherence of normal human keratinocytes to type IV 
collagen was tested in vitro. The weight in mug of protein adhering per 
unit was 3.52 for controls, whist in the presence of ImM magnesium 
chloride this rose to 4.54, and in the presence of 0.25mM of magnesium 
aspartate it was 5.39. 

USE - (I) can be used for slowing or treatment of cutaneous aging, 
especially treatment of wrinkles, and to increase the tone and 
elasticity of the skin. 
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Derwent Class: A96; B04; BOS; D21 
International Patent Class (Main) : A61K-007/48 
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A61K-007/40; A61K-033/32; A61K-035/00 
?map anpryy temp 

1 Select Statement (s) , 2 Search Term(s) 
Serial#TD191 

1 SearchSaves, 2 Search Term(s) 
?exs 

Executing TD191 

2 AN=FR 9613585 
2 AN=FR 986822 
S2 2 AN=FR 9613585 + AN=FR 986822 

?s s2 not si 



) 




2 S2 

1 SI 

S3 1 S2 NOT SI 

?t 3/6 



3/6/1 
011B69656 

WPI Acc No: 1998-286566/199825 

Title Terms: COSMETIC; DERMATOLOGY; EXTRACT; STIMULATING; PRODUCE; TYPE; 

COLLAGEN 
?s pn=fr 2912775 

54 0 PN=FR 2912775 
?s pn=fr 2791260 

55 1 PN=FR 2791260 

?t 5/7 



5/7/1 

DIALOG (R) File 351:Derwent WPI 
(c) 2002 Thomson Derwent. All rts. reserv. 



013456372 

WPI Acc No: 2000-628315/200060 

XTse of alpha hydroxy acids, alpha keto acids or magnesium chloride in 
cosmetics to increase expression of CD44 membrane receptors. 
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Inventor: BONTE F; DUMAS M 

Number of Countries: 021 Number of Patents: 003 
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Abstract (Basic) : WO 200057836 A2 

NOVELTY - An agent (I) that increases the expression of CD44 
membrane receptors of the skin and/or improves the fixation on the 
surface of skin cells of hyaluronic acid and/or collagen, especially 
collagen I and/or collagen IV and/or fibronectin, is new. 

ACTIVITY - Cosmetic; dermatological ; antiinflammatory. The 
expression of CD44 and the fixation of hyaluronic acid on the surface 
of human keratinocytes were measured in the presence and absence of 
sodium lactate. In the presence of 0.22 mM sodium lactate expression of 
CD44 increased by 32%, and fixation of hyaluronic acid increased by 
78%. 

MECHANISM OF ACTION - CD44 membrane receptor stimulants. 

USE - The agents (I) improve epidermal hydration, are useful in 
treating sensitive or reactive skins, correct the negative effects of 
skin aging, and prevent or treat inflammatory phenomena. 
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